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論　文　の　内　容　の　要　旨
（目的）
　無機ヒ素は地殻・岩盤に由来し，井戸水を介した暴露による健康被害が中国，インド，ベトナムなどの東
アジアを中心に世界的な規模で発生しているが，ヒ素中毒疾患の発生機序やその解毒機構が必ずしも明らか
にされていないため，未だに十分な予防・治療措置がとられていない。本研究では，無機ヒ素による毒性発
現の一つが，生体内へのヒ素の蓄積に起因することに注目し，）アクアポリンによる細胞内へのヒ素の取
り込みとそれに伴う毒性発現機構，2）転写因子 Nrf2 の活性化を介した細胞外へのヒ素の解毒排泄とその
活性化によるヒ素の毒性防御メカニズムを明らかにするために，細胞レベルで研究を行った。
（対象と方法）
　細胞：C57BL/6J 雄性マウス（野生型および Nrf2（-/-））の初代肝細胞ならびに HEK-293 細胞を使用した。
細胞内ヒ素濃度：細胞を灰化後，ICP-MS を用いて測定した。細胞毒性：MTT 法および LDH 法で測定した。
タンパクの発現：ウエスタンブロット法を用いた。アクアポリン 9 のクローニング：RT-PCR 法によりアク
アポリン 9 の cDNA を得た後，発現ベクターに挿入した。アクアポリン 9 の高発現系の構築：リポフェクショ
ン法によりアクアポリン 9 の cDNA を導入した。細胞内グリセロール取り込み量：4C で放射ラベルしたグ
リセロールの取り込み量を測定した。細胞内グルタチオン量：HPLC-ECD 法により測定した。
（結果）
　マウス初代肝細胞にヒ素を曝露すると，時間依存的な細胞内ヒ素蓄積量の増加，および時間依存的な細胞
死が観察された。この毒性に対するアクアポリン 9 の関与を調べるため，アクアポリン 9 の基質であるソル
ビトールを細胞に前処理したところ，ヒ素の細胞内への蓄積ならびに細胞毒性が有意に抑制された。そこで，
マウスのアクアポリン 9 をクローニングし，遺伝子導入が容易な HEK-293 に高発現させた。アクアポリン
9 の高発現により，細胞内へのグリセロールならびに 3 価の無機ヒ素の取り込み量は有意に増加した。また
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同条件下において，3 価の無機ヒ素による細胞死は顕著に増強した。つぎに，ヒ素の毒性防御機構について
調べた。ヒ素の細胞外への排泄を阻害する物質で細胞を前処理しておくと，ヒ素の細胞毒性は有意に上昇し
た。またヒ素の解毒排泄に関わる酵素群の発現を制御している転写因子 Nrf2 のノックアウトマウスの初代
肝細胞は，野生型の細胞よりヒ素に対する感受性が高かった。そこで，ヒ素の解毒排泄因子を活性化させる
ために，細胞に Nrf2 の活性化剤であるスルフォラファンを曝露した。その結果，Nrf2 下流の遺伝子産物と
して，①グルタチオン合成の律速段階の酵素であるγ- グルタミルシステインシンテターゼ，②グルタチオ
ン -S 転移酵素（分子種 A，A4，M，P の中でも特に A），③ヒ素のグルタチオン抱合体を細胞外へ排
泄する働きを持つトランスポーターである MRP のタンパクの発現がそれぞれ亢進した。同条件下におい
て，細胞内グルタチオン量の増加が観察されたスルフォラファン処置細胞にヒ素を曝露し，細胞内のヒ素蓄
積量およびヒ素の細胞毒性を調べた。その結果，スルフォラファンの前処理により細胞内ヒ素濃度は有意に
低下し，細胞毒性は顕著に抑制された。
（考察）
　以上の結果より，アクアポリン 9 は哺乳細胞系において，無機ヒ素の細胞内への取り込みとそれに伴う毒
性発現に重要な役割を果たしている膜タンパクであることが示唆された。またソルビトールのようなアクア
ポリン 9 の基質はヒ素の細胞内への取り込みとそれに伴う細胞毒性を抑制するのに有用であることが示唆さ
れた。Nrf2 の活性化剤であるスルフォラファンは，γ- グルタミルシステインシンテターゼ，グルタチオン
-S 転移酵素および MRP の発現を協調的に誘導することによりヒ素の細胞外への解毒排泄を促し，ヒ素の
細胞毒性を軽減する働きがあることが示唆された。今後は個体レベルでのヒ素に対する化学防御効果につい
て，スルフォラファンの含有量が多いブロッコリースプラウトなどを用いて更に詳しく解析する必要がある。
（結論）
 ．ヒ素の細胞毒性は，アクアポリン 9 のようなチャネルを介したヒ素の細胞内蓄積量の増加に伴って増強
される。また，ソルビトールのようなアクアポリン 9 と競合的に働く基質は，ヒ素の細胞内への蓄積とそ
れに伴う細胞毒性を抑えることができる。
2 ．ヒ素に対する生体の防御機構として，ヒ素の細胞外解毒排泄に関わるタンパクの発現を制御する転写因
子 Nrf2 が重要である。ブロッコリーに多く含まれるスルフォラファンのような Nrf2 活性化剤は，ヒ素の
細胞外への解毒排泄を促してその毒性を軽減することができる。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本論文は，生体内へのヒ素の蓄積および排泄に関するメカニズムについて，細胞レベルで研究したもの
である。）アクアポリンによる細胞内へのヒ素の取り込みに対して，ソルビトールのようなアクアポリン 9
と競合的に働く基質が，ヒ素の細胞内への蓄積を抑えることができること，2）ブロッコリーに多く含まれ
るスルフォラファンが，ヒ素の細胞外解毒排泄に関わるタンパクの発現を制御する転写因子 Nrf2 の活性化
を促し，ヒ素の毒性を軽減できることを見出した。このことは，東アジアを中心に世界的な規模で発生して
いる井戸水を介した無機ヒ素によるヒ素中毒疾患の発生機序やその解毒機構を解明する大きな手掛かりを提
供したものと評価できる。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
